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論文内容の要旨
本論文は、ショウジョウパエ属の一部の種に存在する雄特異的な筋肉であるローレンス
筋(旦uscle Qf 1awrence, MOL)の形成に焦点をあて、その種間の差を生み出すに至った遺
伝的基盤を探ろうとしたものである。
キイロショウジョウバエ(Drosophila melanogasteβの成虫雄lこは、腹部背板の五番目の
体節に MOL と呼ばれる、他の筋肉より太く大きな筋肉が左右一対存在する。性モザイク
個体の解析により、 MOL は筋芽細胞の性には無関係に、筋肉を支配する運動ニューロン
が雄の場合にのみ形成されることがわかっている。しかし、 MOL はショウジョウパエ属
の全ての種に共通して存在するわけではない。現在、 95 種類のショウジョウバエについて
調べられた結果、 MOL をもっ種と欠く種、加えて唯一四番目と五番目の体節に二対もつ
種白ubobscura) が存在することが確認されている。しかし、どの種でも雌には MOL が存
在しない。また、どの系統分枝にも MOL をもっ種と MOL を欠く種が混在していること
も明らかにされた。このことから、 MOL はいわば「痕跡器官」であり、進化の過程で多
くの系統分枝から独立に失われたと推察されている。
上述のとおり、 MOL は筋肉を支配する運動ニューロンが雄の場合にのみ形成される。
MOL の形成には、神経細胞ではたらく性決定因子の一つである企uitl，θ'ss (企u) 遺伝子の
発現が必要である。企u の遺伝子産物である Fru タンパク質は脳内の各所と胸腹部神経節
の一部の細胞で雄特異的に発現し、脳の神経細胞の雌雄差形成にはたらいている。企usat
変異体の雄は、向性に求愛する行動がみられ、 MOL が欠損している。さらに、先行研究
で、 MOL をもたない種の正常型企u を、 melanogasterの企u変異体で発現させると MOL
が形成されることが確認されている(舘野実ら、未発表)。また、ガンピエハマダラカ
(Anopheles gambiae)の企u オーソログを melanogasterの企u調節領域でドライブするこ
とによっても MOL 欠損表現型が救済された。これらのことから MOL の成にみられる種
間差は、企u の調節領域に変化が生じたことに起因するのではないかと考えられた。
そこで、 MOL を欠く種、一対もつ種、二対もつ種の fru 調節領の構造的、機能的差異を
検討した。まず、 MOL を二対もつ唯一の種、 subobscura から企u 上流配列を 7 つに分割
する小断片を PCR で得たのちに、それぞれをクローニングした。クローニングにあたって、
subobscura のゲノム配列はデータベース化されていないので、始めにプライマーとなる配
60 
列を探索しなければならなかった。そのためゲノム配列が既にデータベース化されている
mθ'lanogaste久 yakuba、 pseudoobscura(subobscura と同じ obscura グループに属する)
の三種の企u 上流配列を比較し、三種で保存されている箇所からさらにプライマーとなる
配列を絞り込んだ。その結果、 subobscura の第一エキソンを含んで 31 kb 上流までの配列
を 7 つに分割する位置にフ。ライマーが設計で、きた。次に、得られた 7 つの小断片をそれぞ
れクローニングしたあと全配列の決定作業を行った。シークエンスを決定した後、得られ
た全 31kb にわたる subobscura の調節配列を他の 12 種と比較し、新規の non-codingRNA 
である、企u-QPstreamnon-codingRNA (丘却を発見した。
次いで、 subobscura企u 上流配列の中から適当な制限酵素サイトを探し、そのサイトを
利用してベクター上でー続きの配列として再構築、クローニングすることにした。クロー
ニングベクターにはショウジョウパエの形質転換に使用できる pPTGAL ベクターと
P[acman]ベクターを用いた。このうち pPTGAL は Ga14・UAS system に用いるベクター
である。これにより、 subobscura の予想調節配列の下流に Ga14遺伝子をつなげ、一方で
UAS の下流に丘がをつないだものを同一の個体内に導入すると、 subobscura の調節領域
に基づいて Ga14 遺伝子が発現し、 Ga14 は UAS に結合して企ゲの発現を誘導することが
できる。 melanogaster の丘u 変異体においてこれを行うと、 subobscura 生体内での企u
の発現様式が種を越えて再現され、 MOL の形成様式の変化が期待される。
pPTGAL ベクターには P 因子配列が含まれており、これを介して形質転換が起こる。し
かし、この方法では目的の DNA 配列が 20 kb 以上になると形質転換効率が急激に低くな
り、またゲノムのどの位置に組み込まれたかによって発現レベルなどが影響を受ける位置
効果は避けがたい。一方、 P[acman]ベクターは oriS、 oriVの 2 つの複製開始点をもち、
コピーコントロールがなされている。 oriS は長い DNA 配列を安定に維持するためにコピ
ー数を低く保つ役割をもっ。一方、 oriVはコピー数を増大させるためのものである。また、
このベクターには attBサイトと呼ばれるドッキングサイトが含まれており、ショウジョウ
バエのゲ、ノムに組み込まれた attP サイトとの C31 を介して相同組換えが起こることでゲ
ノムに目的の DNA 配列を組み込むことができる。これにより、高効率かっ位置効果を一
定にすることができる。
subobscura の企u 上流配列によって melanogasterの企がを発現させることの可能なコ
ンストラクトをこれら二つのベクターを用いて作成した。さらにこれらのコンストラクト
を melanogaster の企u 変異体において強制発現し、 MOL を誘導する能力の有無と MOL
の形成に対するその作用を解析した。
ρ。
論文審査結果の要旨
本研究は、 Drosophi1a 属に知られる雄特異的筋肉、ローレンス筋 (MOL) 形成に種差が生ずる機
構を解明することを目的としている。これまでに調べられた 95 種のうち、 MOL は mθlanogastθr を
含む 27 種で腹部第 5 節 (A5) に 1 対形成されるが、他の 67 種はこれを欠く。そしてただ 1 種、
subobscura では A5 に加えA4にも MOL が形成される。 MOL の誘導には、支配運動ニューロンに雄
化因子 Fruitless (Fru) が発現することが必須である。さらにし、くつかの知見から、 MOL 形成の種
差は fru 遺伝子の発現に生じた種差に起因すると推察される。そこで、 MOL を 2 対持つ
subobscura の企u遺伝子推定調節領域を melanogaster に導入し、その制御下に企ゲを強制発現さ
せて、 MOL を 2 対形成させる働きのある配列を特定することを試みた。庁u 遺伝子プロモーター
(pl)から 5' 倶.IJに伸びる 18kb、 12kb 、 6kb、 2kb の断片を、 pPTGAL ベクターを用いて個体に導入
し企ゲを強制発現させたところ、いずれの断片でも A5 とA4に MOL を 2 対持つ個体が得られた。
一方、 4kb 断片では A5 にのみ MOL が形成された。 mθlanogaster 由来の 4kb 断片も同様に A5 にの
み MOL を誘導した。そこで、 melanogaster の 4kb に subobscura の 4-6kb 区間をつないだ種間キメ
ラ配列を作成してその効果を調べると、 A5 とA4に 2 対 MOL が形成された。これらの結果から、
MOL を 2 対誘導する能力を持つ配列が Pl 上流 2kb (以下すべて Pl からの距離)までに存在し、そ
のさらに上流 4kb までの部分には誘導作用を A5 に限局する抑制配列、そして 6kb までにはその抑
制を解除可能な配列があると推察した。次に、ゲノムの一定の位置に挿入の起こる P[acmanJ ベク
ターを用いて実験を繰り返したところ、 31kb、 18kb、 6kb の断片では MOL は誘導されるがいずれも
A5 のみであり、A4に生じた事例は皆無で、あった。そして、 2kb 断片では A5 にすら MOL は形成され
なかった。また上述の種間キメラ配列は A5 にのみ MOL を誘導した。同一のゲノム断片で、あっても
その転写活性化能は P[acmanJベクターに挿入されると pPTGAL ベクターに比して低下し、また MOL
誘導に必要な転写活性のレベルが A5 で低くA4で高いと想定すると、全ての結果を統一的に理解
でき、 subobscura の庁u遺伝子 Pl フ。ロモーター上流 6kb までに促進、抑制、抑制解除に機能する
配列エレメントがタンデムに並んでいることが示唆される。そして、 melanogaster では抑制解除
エレメントの機能が低下しているため、A4での MOL 誘導が通常は起こらないことが推論された。
以上の成果は、高柳咲乃が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有するこ
とを示している。したがって，高柳咲乃提出の論文は，博士(生命科学)の博士論文として合格
と認める。
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